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Исследованы образцы ДНК пациентов с волосатоклеточным лейкозом (ВКЛ) и селезеночной В-клеточной лимфомой из клеток 
маргинальной зоны (СЛКМЗ) для выявления активирующих мутаций в генах BRAF и MAP2K1. Мутация BRAF V600E обнаружена 
у 39 (98 %) из 40 больных ВКЛ и ни у одного пациента с СЛКМЗ. Ни у одного пациента, вошедшего в данное исследование, не выявлены 
какие-либо другие, отличные от V600E, активирующие мутации в экзонах 11 и 15 гена BRAF. Мутация MAP2K1 Q56P выявлена у 1 
(2 %) из 40 пациентов с ВКЛ, характеризующегося экспрессией IGHV4-34. Ни у одного больного СЛКМЗ не обнаружены активирующие 
мутации в экзонах 2, 3 или 11 гена МАР2К1, в том числе и среди тех, у кого выявлена экспрессия IGHV4-34.
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BRAF and MAP2K1 mutations in hairy cell leukemia and splenic marginal zone B-cell lymphoma
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DNA samples from patients with hairy cell leukemia (HCL) and splenic marginal zone B-cell lymphoma (MZBCL) for BRAF and 
MAP2K1 activating mutations were analyzed. V600E mutation of BRAF was detected in 39 (98 %) of 40 patients with hairy cell leuke-
mia, and no patient with MZBCL. In none of the patients in this study any other activating mutations than V600E in exons 11 and 15 
of BRAF gene were revealed. MAP2K1 Q56P mutation characterized by IGHV4-34 expression was detected in 1 (2 %) of 40 patients with 
HCL. In none of the patients with MZBCL activating mutations in the 2, 3 or 11 exons of MAR2K1 gene have been identified, including 
those with IGHV4-34 expression.
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Введение
Волосатоклеточный лейкоз (ВКЛ) – хроническое 

В-клеточное лимфопролиферативное заболевание (ЛПЗ), 
обладающее  рядом  характерных  клинико-патологи-
ческих, иммунофенотипических и молекулярно-био-
ло гических черт, позволяющих отличить его от прочих 
В-клеточных ЛПЗ. Ранее с помощью полноэкзомного 
секвенирования  было  продемонстрировано,  что  му-
тация  в  гене  BRAF,  приводящая  к  аминокислотной 
замене V600E, выявляется у 100 % больных ВКЛ [1], 
а  также  была  показана  конститутивная  активация 
RAF-MEK-ERK-каскада  [2,  3].  Вместе  эти  находки 
проливают свет на молекулярные механизмы патоге-
неза данного заболевания, а также вносят существен-
ный  вклад  в  вопросы  диагностики  и  лечения  ВКЛ, 
поскольку позволяют отличить его от сходных В-кле-
точных ЛПЗ, таких как вариантная форма ВКЛ и се-
лезеночная В-клеточная лимфома из клеток маргиналь-
ной зоны (СЛКМЗ). Больные ВКЛ хорошо отвечают 
на химиотерапию пуриновыми аналогами – кладри-
бином и пентостатином, однако при медиане наблю-
дения 10 лет примерно у 40 % пациентов раз вивается 
рецидив, иногда менее восприимчивый к терапии [4]. 

Эти и другие факты указывают на необ ходимость со-
вершенствования современных методов терапии ВКЛ. 
Открытие мутации BRAF  V600E и активации RAF-MEK-
ERK-каскада сделало обоснованным применение тар-
гетной терапии ВКЛ с использованием протеинкиназных 
ингибиторов, целенаправленно подавляющих актива-
цию мутантной BRAF-киназы и киназ МЕК1/2 [5, 6]. 
В то же время в недавних исследованиях было пока-
зано, что больные, имеющие перестройку вариабель-
ной  области  тяжелой  цепи  иммуноглобулинов  4-34 
(IGHV4-34), не несут мутацию BRAF V600E и в значи-
тельной части случаев характеризуются различными 
активирующими мутациями в гене МАР2К1, кодиру-
ющем киназу МЕК1 [7, 8]. Все эти факты указывают 
на необходимость расширения панели генов, исследуе-
мых при ВКЛ, а также углубления знаний о молекуляр-
ных  особенностях  данного  заболевания.  Также  при 
анализе литературных данных до сих пор остается не-
ясным патогенез СЛКМЗ [9–12].

В данной работе мы исследовали мутации в генах 
BRAF  и  MAP2K1  у  больных  ВКЛ  и  СЛКМЗ  с  целью 
оценить их частоту и диагностическую значимость 
на собственной выборке пациентов.
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Материалы и методы
Были исследованы 40 пациентов с диагнозом ВКЛ 

и 24 пациента с диагнозом СЛКМЗ. Диагноз устанавли-
вали, основываясь на стандартных общепринятых диаг-
ностических критериях [9, 13, 14], включающих иссле-
дование морфологии и иммунофенотипа лимфоидных 
клеток крови и/или костного мозга [15]. Также проводи-
лось исключение диагноза селезеночных неклассифи-
цируемых лимфом (вариантной формы ВКЛ и лимфомы 
селезенки с диффузным поражением красной пульпы) 
[16]. Во всех случаях была выявлена клональная реаран-
жировка генов тяжелых цепей иммуноглобулинов. Для 
анализа  мутаций  была  использована  геномная  ДНК, 
выделенная из образцов периферической крови, аспи-
ратов костного мозга и биоптатов селезенки пациентов.

Мутацию V600E гена BRAF определяли с помощью 
аллель-специфичной полимеразной цепной реакции 
в реальном времени (ПЦР-РВ) на приборе Step One-
PlusTM  Real-Time  PCR  System  (Applied  Biosystems) 
по методике, описанной ранее [17].

Мутации в экзонах 11 и 15 гена BRAF и экзонах 
2, 3 и 11 гена MAP2K1 исследовали методом прямого 
секве нирования по Сэнгеру с применением набо-
ра  Big  Dye  1.1  XTerminator  Cycle  Sequencing  Kit 
и капиллярного секве натора ABI Prism 3130 Genetic 
Analyzer  (Applied  Biosystems).  Для  секвенирования 
использовали  следую щие  праймеры:  BRAF-E11F: 
5’-CTTCCTGTA TC C CT C TCA G GC-3’,  BRAF-E11R: 
5’-TGGAGGAG T C CTGAA CTA ATCA-3’,  BRAF-E15F: 
5’-TACCTAAACTCTTCA TAATGCTTGC-3’,  BRAF-
E15R:  5’-GTAACTCAGCAGCATCTCAGGG-3’, 
MEK1-E2F:  5’-GACCTGGAGCTTTCTTTCCA-3’, 
MEK1-E2R:  5’-TCCCCAGGCTTCTAAGTACC-3’, 
MEK1-E3F:  5’-CCAATGCCTGCCTTAGTACA-3’, 
MEK1-E3R:  5’-TCACCTCCCAGACCAAAGAT-3’, 
MEK1-E11F: 5’-AGGCAGAGTTACTGTCTCCA-3’, 
MEK1-E11R: 5’-GCCAATCCACTTAGGGGAAC-3’.

Мутационный статус вариабельных участков тя-
желых цепей генов иммуноглобулинов определяли 
по методике, описанной ранее [18].

Результаты и обсуждение
Мутация  BRAF  V600E  была  выявлена  в  39  из  40 

случаев ВКЛ и ни в одном из случаев СЛКМЗ. При-
нимая во внимание, что патогенные мутации в гене 
BRAF не ограничиваются вариантом V600E [19] и что 
основное число активирующих мутаций локализовано 
в экзонах 11 и 15 [19], мы просеквенировали соответ-
ствующие экзоны данного гена у всех пациентов, во-
шедших в исследование. Ни у одного из больных ВКЛ 
или СЛКМЗ не были выявлены активирующие мута-
ции в экзонах 11 и 15 гена BRAF.

В соответствии с литературными данными акти-
вирующие  мутации  в  гене  MAP2K1,  кодирующем 
МАР-киназу MEK1, выявляются при вариантной форме 
ВКЛ и в тех случаях, когда при ВКЛ экспрессируется 
IGHV4-34 [8]. Протеинкиназа MEK1 является важным 

элементом механизма передачи сигнала через МАР-
киназный каскад и, будучи фосфорилированной про-
теинкиназой  BRAF,  передает  сигнал  нижележащим 
участникам каскада – протеинкиназам ERK1 и ERK2. 
Поскольку активирующие мутации киназы МЕК1 ча-
ще всего затрагивают N-концевой ауторегуляторный 
домен [8, 20, 21] и активационный сегмент киназного 
домена [20, 21], мы просеквенировали экзоны 2, 3 и 11 
гена МАР2К1. Мутация c.167A>C, приводящая к заме-
не Q56P в аминокислотной последовательности белка 
МЕК1, была обнаружена у 1 пациента с ВКЛ. В резуль-
тате определения мутационного статуса генов имму-
ноглобулинов было выяснено, что это единственный 
пациент в нашей выборке, относящийся к подгруппе 
IGHV4-34-положительных ВКЛ. Важно отметить, что 
этот  случай  имел  нетипичную  картину  поражения 
костного мозга – морфологически выявлялись лишь 
рассеянные лимфоидные клетки, но при иммуноги-
стохимическом исследовании обнаружи валась выра-
женная интерстициальная лимфоидная инфильтра-
ция  CD20+CD79a+ В-клетками.  При  этом  в  биоптате 
удаленной селезенки морфологически, иммуногисто-
химически и фенотипически диагноз ВКЛ был под-
твержден, в то время как повторное исследование по-
казало  наличие  мутации  МАР2К1  Q56P  и  отсутствие 
мутации  BRAF  V600E  в  ткани  селезенки.  Ни  у  од ного 
из 24 пациентов с СЛКМЗ не было обнаружено мута-
ций в гене МАР2К1. Важно отметить, что среди боль-
ных  СЛКМЗ  также  были  2  пациента  с  экспрессией 
IGHV4-34, что хорошо согласуется с данными других 
исследователей [22].

В результате нашего исследования на выборке па-
циентов, обратившихся в Гематологический научный 
центр в период с 2005 по 2015 г., было показано, что 
мутация  BRAF V600E  встречается  не  во  всех  случаях 
ВКЛ (в нашем исследовании – 98 % (39/40)). Было под-
тверждено, что у BRAF V600E-отрицательных больных 
могут выявляться активирующие мутации в других 
генах, кодирующих протеинкиназы – компоненты 
МАР-киназного каскада, таких как МАР2К1. Исследо-
вание мутационного статуса генов тяжелых цепей им-
муноглобулинов выявляет в данном случае использова-
ние гена IGHV4-34 в перестроенном опухолевом клоне. 
Эти данные свидетельствуют в пользу того, что имен-
но активация RAF-MEK-ERK-каскада лежит в осно-
ве патогенеза ВКЛ, а конкретные мутации, приводя-
щие  к  образованию  конститутивно  активированных 
форм различных киназ, должны рассматриваться как 
причины данной активации. Также можно предполо-
жить, что спектр возможных причин вышеописанной 
активации не ограничивается обнаруженными на дан-
ный момент мутациями, а имеет потенциально значи-
тельно больший масштаб как за счет различных мутаций 
одного и того же гена, так и за счет мутаций в других 
генах каскада. Отсутствие же экспериментальных данных, 
подтверждающих это предположение, объясняется низ-
кой частотой подобных явлений вместе с относительной 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1 редкостью данного заболевания и, как следствие, неболь-

шими выборками пациентов. Полученные нами данные 
согласуются  с  уже  имеющимися  сообщениями  других 
исследователей о редких случаях BRAF V600E-негатив-
ного ВКЛ [7, 8], а также явно указывают на большое зна-
чение исследования мутационного статуса генов иммуно-

глобулинов и необходимость расширения панели мутаций 
и генов, исследуемых при диагностике ВКЛ. Более того, 
эти данные указывают на возможность применения но-
вых таргетных препаратов, нацеленных на подавление 
активности RAF-MEK-ERK-каскада (ингибиторы MEK 
и ERK), для лечения резистентных форм ВКЛ.
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